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摘要: 从漳江口红树林区采集的沉积物样品中分离到 1株放线菌菌株 BS01 Brevibacterium sp., 其胞外活性产物对
塔玛亚历山大藻 Alexandrium tamarense具有明显的溶藻作用。采用单因素及均匀设计, 通过摇瓶培养对 BS01 产
溶藻活性物质的发酵培养基及发酵条件进行优化。结果表明, 在可溶性淀粉为碳源、硝酸钠为氮源、装液量为 40%、
起始 pH值为 7.5、培养温度为 28℃、转速为 150r·min−1、振荡培养时间为 48h的条件时, BS01发酵产物的杀藻活
性最强。通过均匀设计进行最佳发酵培养基及培养条件优化的结果为: 可溶性淀粉为 20g·L−1，硝酸钠为 0.5g·L−1，
pH为 7.7，温度为 27.2℃。研究结果为杀藻活性物质高效提取及杀藻机制研究奠定了基础。 
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Optimization of medium components and culture conditions of algicidal actinomy-
cetes BS01 
FU Li-jun1,2, AN Xin-li1,3, LI Dong2, XU Li-xia2, TIAN Yun1,3, ZHENG Tian-ling1,3 
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Abstract: A strain of actinomycetes BS01 capable of lysing the toxic dinoflagellate Alexandrium tamarense was isolated 
from mangrove area of Zhangjiangkou in Fujian province. The medium components and cultural conditions for algicidal 
activity of actinomycete strain BS01 were optimized by single-factor and uniform tests in shake-flask. The initial pH, fer-
mentation temperature, fermentation time, and inoculum were optimized through single-factor tests. Results showed that 
BS01 exhibited the best algicidal activity by using soluble starch as carbon source, sodium nitrate as nitrogen source, initial 
pH at 7.7, temperature at 27.2℃, and shaking at 150r·min−1 in 100mL of 250mL conical flask for 48h. The optimal fer-
mentation parameters of BS01 were: soluble starch 20g·L−1, sodium nitrate 0.5g·L−1, pH value 7.7, and temperature 27.2℃ 
by using uniform design experiments. 
Key words: algicidal actinomycete; Alexandrium tamarense; optimization of medium component; single-factor experiment; 























中分离到微生物放线菌, 发现在 403 株放线菌中有







培养条件有很大关系 , 为了得到更好的溶藻效果 , 
必须寻找合适的条件以更有利于活性产物的产生。
目前关于杀藻菌的研究多数局限于杀藻菌的分离鉴










1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  供试菌和供试藻 




1.1.2  培养基 
藻类培养基为 f/2 培养基; BS01 基础培养基为
2216 E培养基。 
1.1.3  主要仪器 
光照培养箱(PYX-300G-A, 长春博盛量子科技
有限公司); 生化培养箱(SHP-250, 上海精宏实验设
备有限公司 ); 酸度计 (PHS-25, 上海伟业仪器厂 ); 
酶标分析仪(DNM-9602G, 北京普朗新技术有限公
司); 电子天平(Sartorius BS224S, 德国赛多利斯); 
移液枪(Eppendorf, 德国艾本德); 恒温摇床(ZHWY- 
211B, 上海智城分析仪器制造有限公司)。 
1.2  方法 
将保存好的菌株 BS01 接种到 2216E 培养基平
板, 28℃ 培养 2—3d。取经活化的菌种按 1%接种量
接种到装有 100mL 2216E培养基的 250mL三角瓶中, 
28℃、150r·min−1条件下摇床培养 24h。塔玛亚历山
大藻接种于 f/2培养基中, 在(20±1)℃、3500 lx, 光




为 R = A B
A
⎛ ⎞⎟⎜ ⎟⎜ ⎟⎜⎝ ⎠
−
×100%, 其中, R表示抑藻率, A表示
对照组荧光强度值, B表示处理组荧光强度值。              
1.2.1  发酵最佳碳源和氮源的筛选 




的菌种加入上述培养基中, 于 28℃摇床 150r·min-1
发酵培养 24h, 测定溶藻效果。 
1.2.2  发酵最佳温度的确定 
分别设定 24、26、28、30和 32℃的温度, 摇床
150r·min−1发酵培养 24h, 测定溶藻效果。 
1.2.3  发酵最佳时间的确定 
根据 BS01 的生长状态, 分别取培养 24、48、
72、96、120h的 BS01发酵液进行溶藻效果测定。 
1.2.4  发酵最佳 pH 值的确定 
分别调整培养基 pH 值为 6、6.5、7、7.5 和 8, 于
28℃摇床 150r·min−1发酵培养 24h后, 测定溶藻效果。 
1.2.5  发酵最佳溶氧量确定 
在 250mL三角瓶里分别装 50、75、100、125、
150mL发酵液, 于 28℃摇床 150r·min−1发酵培养 24h, 
测定溶藻效果。 
1.2.6  发酵最佳转速确定 
分别设定摇床振荡速度 90、120、150、180、
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210r·min−1, 28℃发酵 24h, 测定溶藻效果。 
1.2.7  均匀设计优化发酵条件  
采用 U6(64)均匀设计表[21], 选取碳源用量、氮




表 1  U6(64)均匀设计因素水平表 
Tab. 1  Factor and level in the uniform design  
水平 
因素 
1 2 3 4 5 6 
可溶性淀粉/(g·L−1) 5 10 15 20 25 30 
NaNO3/(g·L−1) 0.8 1.4 2.0 0.5 1.1 1.7 
pH 7.1 8.0 6.8 7.7 6.5 7.4 
温度/℃ 32.0 30.4 28.8 27.2 25.6 24.0 
 
2  结果与讨论 
2.1  单因素对放线菌菌株 BS01抑藻活性的影响 













础培养基, BS01 菌株能够很好地利用可溶性淀粉, 
溶藻率为 72.57%；而对葡萄糖的利用最差, 溶藻率
仅为 30.91%(图 1)。因此选用可溶性淀粉作为 BS01
发酵最佳碳源。  
 
图 1  不同碳源对 BS01抑藻活性的影响 
Fig. 1  Effects of different carbon sources on algicidal 
activity of BS01 





达 54.73%(图 2)。因此选用硝酸钠作为 BS01发酵最
佳氮源。 
 
图 2  不同氮源对 BS01抑藻活性的影响 
Fig. 2  Effects of different nitrogen sources on algicidal            
activity of BS01 
 
2.1.2  温度对 BS01 抑藻活性的影响 
图 3结果表明, 温度对放线菌 BS01发酵产物的
杀藻活性影响较大, 温度为 28、30、32℃时表现出
较好的杀藻效果, 抑藻率分别为 53.06%、44.06%、
32.38%; 温度为 28℃时杀藻活性最高, 24℃时杀藻




2.1.3  发酵时间对 BS01 抑藻活性的影响 
图 4 结果表明, 放线菌 BS01 在发酵 2d 的抑藻 
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图 3  不同温度对 BS01抑藻活性的影响                   
Fig. 3  Effects of different temperatures on algicidal activ-
ity of BS01     
 
图 4  不同发酵时间对 BS01抑藻活性的影响 
Fig. 4  Effects of different fermentation time on algicidal                                         
activity of BS01 
 
效果最好, 抑制率为 59.30%；随着发酵时间的延长, 
杀藻效果逐渐减弱，杀藻效果为 48h＞72h＞96h＞
24h＞120h, 因此选择 48h作为 BS01最佳培养时间。 
2.1.4  pH 值对 BS01 抑藻活性的影响 
图 5 结果表明 , 发酵液的不同初始 pH 值对
BS01 发酵产物杀藻活性影响较大。在 pH 值 7.5—
8.0 时杀藻效果最好 , 抑藻率为 49.91%—45.55%, 
表明该 pH范围最适合菌株 BS01胞外产物的产生及
积累, 其原因可能是放线菌适合于在弱碱性条件下
生长, 即该 pH 值符合放线菌的生长要求[22]。而 pH
为 6 和 6.5 时 , 杀藻活性开始下降 , 杀藻率仅为
18.12%和 20.34%, 表明偏碱性或者酸性条件不利于
BS01 产生溶藻活性物质。因此选择 pH 值 7.5 进行
放线菌 BS01的发酵培养。 
2.1.5  溶解氧对 BS01 抑藻活性的影响 
图 6结果表明, 250mL三角瓶中装液量为 50—
100mL 时 ,  BS01 发酵产物抑藻率为 42.25%— 
55.63%；BS01 发酵产物的抑藻效果在装液量为 
 
图 5  不同 pH对 BS01抑藻活性的影响 
Fig. 5  Effects of different pH on algicidal activity of BS01 
 
图 6  不同装液量对 BS01抑藻活性的影响 
Fig. 6  Effects of medium volume per flask on algicidal 
activity of BS01 
 
100mL 时最好 , 并随着装液量的增加逐渐降低 , 
l50mL 装液量的抑藻率仅为 30.12%。选择 100mL
作为 BS01发酵的最佳装液量。 
2.1.6  转速对 BS01 抑藻活性的影响 
图 7 结果表明, 振荡速度为 150r·min−1 时的 
 
图 7  不同转速对 BS01抑藻活性的影响                       
Fig. 7  Effects of shaking speed on algicidal activity of 
BS01 
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2, 在本实验中试验次数 N =6，因素数 K =4，应用数
理统计软件Uniform Design Version 3.00对表 2进行数
据处理, 回归分析结果见表 3和表 4。 
回归分析采用全回归法, 拟建立回归方程: 
ｙ= b0 + b1ｘ1 + b2ｘ2 + b3ｘ3 + b4ｘ4 
相关系数 R=0.9995; 检验值 F=262.1; 显著性
水平α＝0.05; 剩余标准差 S=1.00e−3; 调整后的相
关系数 Ra =0.9976; 观测值与回归值及误差结果如
表 4, 说明该方程能很好地拟合 BS01的发酵过程。 
各因素对实验结果影响程度大小结果见表 5。
由表可知, 比较偏回归平方和 Ui 和偏相关系数ρi, 
可以得出因素 2 对实验结果影响最大, 因素 3 次之,  
 
表 2  均匀设计分析结果 
Tab. 2  Results of UD U6(64) for optimization of cell growth 
可溶性淀粉/(g·L−1) NaNO3/(g·L−1) pH 温度/℃ 荧光强度/RFU 
实验号 
x1 x2 x3 x4 y 
1 5 0.8 7.1 32.0 0.084 
2 10 1.4 8.0 30.4 0.086 
3 15 2.0 6.8 28.8 0.111 
4 20 0.5 7.7 27.2 0.083 
5 25 1.1 6.5 25.6 0.109 
6 30 1.7 7.4 24.0 0.112 
 
表 3  变量方差分析表 
Tab. 3  ANOVA of variable  
模型 平方和 自由度 均方 检验值 
回归 U=1.05e−3 K=4 U/K=2.62e-4  
回归剩余 Q=1.00e−6 N-1-K=1 Q/(N-1-K)=1.00e-6 F=262.1 
总和 L=1.05e−3 N-1=5   
 
表 4  残差分析表 
Tab. 4  ANOVA of residual  
试验号 观测值 回归值 观测值−回归值 (回归值−观测值)/观测值 
1 8.40e−2 8.35e−2 5.00e−4 0.595 
2 8.60e−2 8.60e−2 0.00 0.00 
3 0.111 0.112 −1.00e−3 0.901 
4 8.30e−2 8.35e−2 −5.00e−4 0.602 
5 0.109 0.109 0.00 0.00 
6 0.112 0.112 0.00 0.00 
表 5  回归系数对抑藻活性的影响 
Tab. 5  Regression coefficient on the algicidal activity 
项目 偏回归平方和 Ui 各方程项对回归的贡献/% 偏相关系数ρi 
x1 U1＝4.20e
−20   U1/U＝4.01e−15  ρ1＝2.050e−7 
x2 U2＝3.10e−4 U2/U＝29.6 ρ2＝0.9984 
x3 U3＝1.76e−4 U3/U＝16.8  ρ3＝−0.9972 
x4 U4＝2.11e−21   U4/U＝2.01e−16  ρ4＝4.589e−8 
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其中第 4 方程项 x4对回归的贡献最小, 对其进行显
著性检验分析 , 检验值Ｆ 4＝ 2.106e−15, 临界值   
Ｆ (0.05,1,1)＝161.4,Ｆ4≤Ｆ (0.05,1,1), 此因素(方程项)不
显著。利用上述建立的回归方程 , 通过 Uniform 
Design Version 3.00软件处理，得出本研究中的最优
发酵工艺为: 可溶性淀粉 20g·L−1、NaNO3 0.5g·L−1、
温度 27.2℃、pH7.7。 
3  结论 
本研究通过单因素实验优化了 BS01 产溶藻活
性物质的发酵条件, 筛选确定了 4 个培养基组分, 









仅为进一步扩大 BS01 发酵规模奠定了良好的基础, 
也为进一步分离纯化杀藻活性物质提供了依据。
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